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RESUMEN 
El osteosarcoma (OS), corresponde a un tipo de tumor óseo que se desarrolla por lo 
general en huesos largos y puede generar metástasis principalmente en pulmón, siendo la 
metástasis el peor pronóstico. La incidencia del osteosarcoma se concentra en la segunda 
etapa de la adolescencia, entre los 15 y 19 años. 
Con el fin de encontrar marcadores moleculares que permitan determinar al momento 
del diagnóstico que pacientes presentarán una mala evolución durante el curso de la 
enfermedad, el Programa de Biología Celular y Molecular del Instituto de Ciencias 
Biomédicas de la Universidad de Chile, realizó un estudio previo mediante la técnica de 
array-CGH, para determinar  perfiles de expresión génica diferencial en muestras de 
tumores obtenidas  mediante biopsia, al momento del diagnóstico y previo al tratamiento 
(quimioterapia y cirugía de resección del tumor). En particular, se analizó la expresión 
de transcriptoma tumoral completo entre un grupo de pacientes diagnosticados con OS y 
que posteriormente presentaron una buena respuesta al tratamiento (5 pacientes) en 
relación a otro grupo (4 pacientes) que no respondieron bien al tratamiento. De estos 
resultados se seleccionaron 5 genes: EPCAM, SHROOM3, DKK3, TXLN2P y TSIX 
que muestran una expresión diferencial entre estos dos grupos de pacientes.  
El objetivo del presente estudio fue validar estos resultados previos de expresión 
diferencial, de estos 5 genes, en un mayor número de  pacientes diagnosticados  con OS. 
Esta validación se realizó en biopsias de tumor obtenida de 37 pacientes al momento del 
diagnóstico, a través de la cuantificación de los niveles de expresión relativa de mRNA 
para los 5 genes, mediante PCR en tiempo real (qPCR). Los datos de expresión génica se 
correlacionaron con distintos parámetros de progresión tumoral como metástasis, 
respuesta a la quimioterapia y sobrevida. Los resultados muestran que existe una 
expresión diferencial en la mayoría de los pacientes, presentando un alto nivel de 
expresión los genes EPCAM, SHROOM3, TXLNG2P y bajo nivel de expresión TSIX y 
DKK3 en relación al mal pronóstico. Más aun considerando la mortalidad, existe una 
diferencia significativa en los niveles de mRNA para EPCAM entre los pacientes 
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fallecidos y vivos. Igualmente, en relación a la sobrevida de los pacientes y su condición 
metastásica, encontramos diferencias estadísticamente significativas en los niveles de 
transcritos de EPCAM entre pacientes con metástasis fallecidos y vivos con o sin 
metástasis.  
En base a los resultados de qPCR, se seleccionó el gen EPCAM para observar su 
expresión proteica en las biopsias de tumor por técnica de inmunohistoquímica indirecta, 
sin embargo los resultados de este análisis inicial no fueron concluyentes. 
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1. INTRODUCCION 
Actualmente, en Chile existe un grupo de pacientes diagnosticados con OS que presenta 
un mal pronóstico, de los cuales, algunos tienen mejor progresión tumoral que otros, es 
decir, hay mejor respuesta a la quimioterapia o no presentan metástasis. En 
consideración de este grupo de pacientes, no existen diagnósticos previos que puedan 
determinar la evolución que tendrán, por esta razón, este estudio pretende encontrar 
marcadores de genes que al momento del diagnóstico puedan indicarnos la posible 
evolución que puedan tener estos pacientes. Para esto, se analizaron las biopsias 
tumorales de un grupo de 37 pacientes, de los cuales 18 fueron diagnosticados de mal 
pronóstico y 19 de buen pronóstico según criterios principalmente de respuesta a la 
quimioterapia, metástasis y sobrevida. Este análisis se realizó en muestras de cDNA 
mediante qPCR para los genes EPCAM, SHROOM3, TXLNG2P (asociados a mal 
pronóstico), DKK3 y TSIX (asociados a buen pronóstico), a excepción de DKK3, 
ninguno de estos genes ha sido descrito para OS y no existe bibliografía que los vincule 
con este tipo de cáncer, pero algunos de ellos se han relacionado a otros tipos de cáncer, 
principalmente EPCAM ha sido asociado al mal pronóstico de cáncer de mama, 
páncreas y colón. Para EPCAM se realizó un análisis de su expresión proteica en las 
biopsias de tejido de los 37 pacientes mediante inmunohistoquímica indirecta.  
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2. MARCO TEÓRICO 
 
2.1 Enfermedad 
 
El Osteosarcoma (OS), es el tumor maligno más frecuente que afecta al tejido óseo (4), 
deriva a partir de células mesenquimales neoplásicas, que forman tejido óseo u osteoide 
y que se localiza comúnmente en la metáfisis de huesos largos, o escasamente en la 
superficie del hueso (1). 
Se desarrolla principalmente en niños y jóvenes adultos, llegando a ser el quinto cáncer 
más común entre los 15 y 19 años (4). 
 
2.2 Tipos de Osteosarcoma 
 
La Organización Mundial de la Salud (OMS) clasifica los OS según su ubicación, 
comportamiento clínico y grado de atipia celular. Incluye los OS centrales o medulares 
que incorporan los subtipos: convencional central, telangiectásico, intraóseo bien 
diferenciado y de células pequeñas, tanto como OS superficiales o periféricos  con 
subtipos: yuxtacortical, perióstico y superficial de alto grado (7). Desde la perspectiva 
histológica, el OS también  se clasifica según la matriz extracelular que produce, 
encontrando las variantes fibroblástica, controblástica y osteoblástica (2,3). 
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FIGURA 1. Variante Fibroblástica presenta células fusiformes que se disponen con un 
patrón característico de espiga (37). 
 
 
FIGURA 2. Variante Osteoblástica presenta células neoplásicas similares a 
osteoblastos y abundante matriz ósea (37). 
 
 
FIGURA 3. Variante Condroblástica presenta células cartilaginosas malignas son 
predominantes (37). 
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2.3 Métodos de Diagnóstico Clínico 
 
El proceso clínico para el diagnóstico de Osteosarcoma está definido por el Ministerio 
de Salud de Chile en la Guía Clínica Auge (6). Ver Anexo C. 
 
2.4 Pronóstico 
 
En Chile, una vez realizado el tratamiento, existe un 75% de sobrevivida global, su 
pronóstico está determinado por (6): 
a) Tipo histológico. 
b) Tamaño del tumor. 
c) Evolución de la enfermedad al iniciarse el tratamiento. 
d) Respuesta histológica a la quimioterapia primaria. 
Siendo algunos de los criterios de mal pronóstico considerados por el Ministerio de 
Salud de Chile, los siguientes (6): 
 Sexo masculino. 
 Localización en pelvis o esqueleto axial. 
 Necrosis del tumor <95% posterior a quimioterapia. 
 Metástasis 
El pronóstico más desfavorable, es la metástasis, localizada frecuentemente en pulmón y 
otros huesos (5,6).  
No existe evidencia científica en relación a la mayor o menor expresión de estos genes 
en Osteosarcoma, sin embargo, el gen DKK3 se relaciona al buen pronóstico debido a su 
función como supresor tumoral (16).  
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2.5 Genes 
 
2.5.1 EPCAM 
Epitelial Adhesion Molecule (EpCAM), está conformada por 314 aminoácidos y en su 
componente extracelular contiene tres dominios: el primero es el sitio a donde se unen la 
mayoría de los anticuerpos, el segundo corresponde a un dominio de  tiroglobulina (TY) 
y el tercero presenta factores de crecimiento epidermal (EGF), en su componente 
intraceular corresponde a un sitio de fosforilación de tirosina (31), puede inhibir 
catepsinas, proteasas producidas frecuentemente por las células tumorales e involucradas 
en la metástasis (32). Debido a que EPCAM se expresa frecuentemente en células 
madres de varios tipos de cáncer (33) y su expresión es negativa para la supervivencia, 
se cree que actúa inhibiendo proteasas y así protege a las células tumorales de sus 
propias catepsinas (32). 
EpCAM se ha desarrollado como un potente antígeno inmunoterapéutico y esto ha 
generado un aumento significativo de la supervivencia de los pacientes con cáncer (34, 
35). 
 
 
FIGURA 4. Esquema de dominio extracelular e intracelular de EpCAM (51). 
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2.5.2 SHROOM3 
 
Shroom family member 3 (SHROOM 3), pertenece a una familia única de F-actinas 
asociadas a proteínas que regulan la morfología celular requerida para el cierre del tubo 
neuronal en ratones (13). En humanos, la mutación de SHROOM3, se ha relacionado 
con enfermedad crónica renal (14) y heterotaxia, una anomalía congénita asociada a 
malformaciones cardiacas y órganos viscerales, generadas por alteraciones en la simetría 
de algunos órganos (15). 
2.5.3 DKK3 
 
Dickkopf 3 (DKK3) es un gen supresor de tumor y un blanco frecuente de metilación 
(16). La pérdida de DKK3 puede derivar en la transformación neoplásica de las células, 
incluso es pobremente regulado en tejidos o líneas cancerígenas como de hígado, riñón, 
pulmón y próstata (17). Este gen, también  inhibe la invasión y motilidad de células de 
osteosarcoma (18) y el crecimiento de melanoma (19).DKK3 atenúa la expresión y la 
actividad transcripcional de la proteína b-catenina al interactuar con BTRCP (20). Se ha 
demostrado que DKK3 puede reducir la acumulación citoplasmática de b-catenina en la 
línea celular de osteosarcoma SAOS-2 (18). 
En consecuencia de su acción sobre b-catenina, DKK3 inhibe la vía de señalización Wnt 
y su expresión se pierde con frecuencia en tejidos de cáncer humanos como carcinoma 
hepatocelular, leucemia linfoblástica, cáncer de próstata,  carcinoma renal, cáncer de 
mama y melanoma (21). Las glicoproteínas Wnt, conforman una familia de factores de 
crecimiento fundamentales en los procesos de señalización celular, participan en la 
embriogénesis, organogénesis y proliferación celular. En el hueso, las proteínas Wnt son 
secretadas por los osteoblastos y participan en la regulación propia de la diferenciación 
osteoblástica junto con Runx2 y Osterix, además participan en la reparación de fracturas, 
para desarrollar todos estos procesos e iniciar la señalización celular, Wnt se une de 
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forma combinada a receptores específicos que se expresan en la membrana de los 
osteoblastos (22).  
La vía de señalización Wnt/b-catenina, es fundamental en la tumorogénesis (23), al 
inhibirse la degradación de b-catenina, esta se traslada desde el citoplasma al núcleo y se 
activan otros genes como c-Myc y ciclina D1 que promueven la proliferación celular y 
la superviviencia en carcinoma de cólon (24). 
2.5.4 TXLNG2P/ FIAT  
 
Taxilin Gamma 2, pseudogene (TXLNG2P o γ-Taxilin), pertenece a la familia de genes 
Taxilin, corresponden a proteínas de unión a syntaxinas de tipo 1a, 3 y 4. TXLNG2P 
interactúa con syntaxina 4, la unión de ambas proteínas está implicada en el transporte 
de vesículas intracelulares a través de la membrana plasmática y no de organelos 
intracelulares (8). 
γ-Taxilin se ubica en el núcleo de osteoblastos y se conoce también, como factor 
inhibidor de ATF4 (FIAT), ATF4 es un factor que activa la transcripción y regula la 
diferenciación oportuna de osteoblastos,  la síntesis de colágeno tipo I, la transcripción 
de osteocalcina y genes RANKL (Receptor activador de ligando NFK-B), cuando FIAT 
interactúa con ATF4, inhibe estas actividades claves para la función biológica de 
osteoblastos (9). 
2.5.5 TSIX 
 
XIST antisentido RNA (TSIX), es un gen que se transcribe sólo en el cromosoma X 
inactivo y se coexpresa con el gen XIST que induce la inactivación del cromosoma X en 
humanos (10). 
El proceso de inactivación del cromosoma X, implica la participación de varios genes, 
siendo el principal XIST, este gen codifica un RNA no traducido, pero que se acumula 
en el cromosoma X inactivo. XIST forma parte del centro de inactivación de X (XIC), 
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región donde se producen transcripciones de ambas cadenas de DNA en sentidos 
opuestos y que son complementarias entre sí, tendiendo a silenciar el sitio, uno de los 
transcritos antisentido más importantes es el gen TSIX, con un tamaño de 40 Kb que 
superpone con XIST (Figura 2.4) y es regulado por un elemento rico en CpG llamado 
DXPas34 que es esencial para el inicio de la transcripción de TSIX, si DXPas34 recibe 
una señal, no se transcribe TSIX y XIST se acumula provocando la desacetilación de 
histona, metilación de islas CpG y el retraso de la replicación de DNA que termina en el 
silenciamiento de algunos genes en el cromosoma X (11)(12). 
 
FIGURA 5. Región centro de inactivación del cromosoma X (XIC). En la cadena 
superior, hacia la derecha es transcrito el gen XIST y en la cadena complementaria 
antisentido se transcribe el gen TSIX (11). 
 
2.6 Líneas Celulares de Osteosarcoma 
 
Dentro de las líneas celulares comúnmente utilizadas para estudios investigativos de OS, 
se encuentra SaOS-2 y Mg63 obtenidas desde tejido tumoral en especie Homo Sapiens, 
descritas en la siguiente tabla: 
TABLA 1. Característica de líneas celulares de OS. 
 
Línea celular Origen 
SaOS-2 (ATCC® HTB85™) Osteosarcoma humano 1° de niña de 11 años 
MG-63 (ATCC® CRL1427™) Osteosarcoma humano 1° de niño de 14 años. 
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2.7 Array-CGH 
Resultados previos obtenidos por array-CGH realizado por el Programa de Biología 
Celular y Molecular del Intituto de Ciencias Biomédicas de la Universidad de Chile, 
muestran diferencia de expresión para 16 pacientes estudiados en relación al buen 
(pacientes 4, 7, 23, 29, 29 y 30) y mal pronóstico (paciente 3, 28, 38 y 51), determinado 
por metástasis y respuesta a la quimioterapia, estos resultados se incluyen en la FIGURA 
6 y en color rojo se representa la sobrexpresión del gen. Los pacientes con diferencias 
más representativas se incluyen en la FIGURA 7, clasificados como Malo aquellos que 
presentan dos o tres factores indicadores de mal pronóstico: metástasis al diagnóstico, 
baja respuesta a la quimioterapia (Grado I-II), recaída o fallecido y como Bueno 
aquellos que tienen factores indicadores de buen pronóstico: sin metástasis al 
diagnóstico, alta respuesta a la quimioterapia (Grado III-IV), vivos y sin recaída. 
 
FIGURA 6. Resultados array-CGH en relación a metástasis y respuesta a 
quimioterapia. 
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FIGURA 7. Resultados array-CGH para pacientes más representativos de buen y mal 
pronóstico. 
 
2.8 Revisión de Genes 
 
La correlación de los resultados de array-CGH, se realizará por la técnica qPCR de 
transcripción inversa (Quantitaitve Polymerase Chain Reaction), en la cual mediante 
denaturación se separan las hebras de DNA, luego en el alineamiento, dos partidores o 
cebadores específicos se unen a una secuencia determinada de cDNA y posteriormente 
en la extesión, la polimerasa amplifica la secuencia desde el cebador. Esto ocurre en un 
ciclo y se repite más de 30 veces, permitiendo en cada ciclo cuantificar mRNA si el gen 
está presente, de lo contrario no hay amplificación (52). De los resultados, el gen que 
presentó mayor diferencia en su expresión, EPCAM, en relación sobreexpresado en la 
mayoría de los pacientes de mal pronóstico, se estudió su expresión proteica, mediante la 
técnica de IHQ indirecta, que corresponde al estudio de proteínas a través de la 
identificación de antígenos, por unión a un anticuerpo específico, anticuerpo primario 
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anti-Epcam, marcador de membrana y que identifica el dominio extracelular, y 
posteriormente un  anticuerpo secundario unido al primario para amplificar la señal que 
será visualizada gracias a un sustrato cromógeno DAB (diaminobencidina) (53). 
En base a los resultados observados en la figura 2.7, se describe a continuación (Tabla 
2), los genes seleccionados para validar este estudio con la expresión de mRNA 
mediante la técnica de PCR cuantitativo en tiempo real (qPCR). 
TABLA 2. Descripción de Genes en estudio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nombre del Gen Símbolo Ubicación 
Cromosómica 
Epithelial Cell Adhesion Molecule EPCAM 2p21 
Shroom Family member 3 SHROOM 4q21.1 
Dikkopf WNT Signaling Pathway Inhibitor 3 DKK3 11p15.3 
Taxilin Gamma variant 2, Pseudogene TXLNG2P Yq11.222 
TSIX Transcript, XIST Antisense RNA TSIX Xq13.2 
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3. HIPOTESIS  
Tumores de Osteosarcoma, presentan genes que se expresan diferencialmente entre 
pacientes de buen y mal pronóstico. 
 
4. OBJETIVO GENERAL 
Estudiar la expresión génica en muestras obtenidas de pacientes con Osteosarcoma y 
relacionarlas al pronóstico de la enfermedad. 
 
5. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1º Cuantificar los niveles de mRNA de los genes, EPCAM, SHROOM3, DKK3, 
TXLNG2P, TSIX, en pacientes con osteosarcoma de buen y mal pronóstico. 
2º Analizar la expresión proteica del gen EpCAM entre pacientes con osteosarcoma, de 
buen y mal pronóstico. 
3º Relacionar la expresión de genes específicos con el pronóstico del osteosarcoma.  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
6.1 Tipo de Estudio 
Estudio retrospectivo transversal. 
 
6.2 Lugar de Realización 
Programa de Biología Celular y Molecular en el Instituto de Ciencias Biomédicas de la  
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. 
 
6.3 Tipo de Muestra 
Las muestras corresponden a biopsias de tejido óseo-muscular, de 37 pacientes 
diagnosticados con Osteosarcoma entre los años 2009 y 2012 en el Hospital Luis Calvo 
Mackenna (Ver Anexo A), al momento de la recolección, se seleccionó un trozo de 
tejido para estudios moleculares y otro para el estudio histológico correspondiente al 
diagnóstico de la enfermedad. 
 
6.4 Sistema de recolección de la información 
Todas las muestras fueron recolectadas con previo consentimiento informado. Ver 
Anexo B. 
 
6.5 Metodología a emplear 
La primera técnica qPCR corresponde a un análisis molecular de expresión génica en los 
cDNA de 37 pacientes con OS y la segunda corresponde a un análisis de expresión 
proteica en las biopsias de tejido óseo-muscular. 
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6.5.1 PCR Cuantitativo en Tiempo Real o qPCR 
 
Las pruebas se realizaron en el equipo Applied Biosystems StepOneTM Real-Time PCR 
Systems y fueron analizadas con StepOne Software V2.2.1 
Las muestras de cDNA fueron obtenidas por el Programa de Biología Celular y 
Molecular de la Universidad de Chile, desde las 37 biopsias de pacientes con OS. 
La reacción de qPCR fue preparada en un volumen total de 10µl, conteniendo lo 
especificado en la siguiente tabla: 
TABLA 3. Reacción de qPCR  
 
Reactivo Volumen 
MixFast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems®) 5µl 
Agua destilada UltraPureTM DNase/RNase-Free 
(InvitrogenTM) 
3,2µl 
Partidor Reverse 0,4µl 
Partidor Foward 0,4µl 
cDNA del paciente (concentración de 200nM) 1 µl 
 
Las reacciones para cada partidor EPCAM, SHROOM, DKK3, TSIX, TXLNG2P se 
realizaron en triplicado y fue replicado para las 37 muestras de cDNA, determinando el 
nivel de expresión con relación al gen de referencia TATA-box binding protein (TBP). 
Las secuencias de partidores para cada gen, se obtuvieron desde GeneBank (NCBI, 
NIH) y se seleccionaron desde Integrated DNA Technologies, Fermelo S.A., esto se 
resume en la siguiente tabla: 
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TABLA 4. Secuencias de partidores por gen 
 
Gen Gen ID Partidor Foward 5´-3´ Partidor Reverse 3´-5´ Tamaño del 
producto 
EPCAM 4072 5´GGGCCCTCCAGAACAATGAT3´ 3´AGTGTTCACACACCAGCACA5´ 107pb 
SHROOM 57619 5´TTCCAAAGATAGTCACGTTGAGC3´ 3´CAGAATGCCTGCTCGTGTTG5´ 82pb 
DKK3 27122 5´CTAGGGTTTGAACCGGGGAC3´ 3´AACCGAACCCGGATCCTCTA5´ 77pb 
TXLNG2
P 
246126 5´GGGGAGAGGTAACACCGAGA3´ 3´AGTTGCGTTCTGCCCTGTTT5´ 76pb 
TSIX 9383 5´TCGCTTGGGTCCTCTATCCA3´ 3´GACACAAGGCCAACGACCTA5´ 114pb 
TBP 6908 5´GCATCACTGTTTCTTGGCGT´3 3´AGAGCATCTCCAGCACACTC5´ 127pb 
 
La curva de eficiencia para los partidores de los genes seleccionados, se validó mediante 
una curva de calibración, generada mediante diluciones seriadas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 
y 1:64)  a partir de un cDNA obtenido de 200 ng de RNA total. EPCAM, SHROOM y 
TSIX se validaron con la línea celular SaOS-2, los genes DKK3 y TXLNG2P se 
validaron con  MG-63, estos resultados se incluyen en Anexo D. 
Para la cuantificación mediante qPCR, se utilizó el método delta-delta Ct (∆∆Ct), 
utilizando el gen de referencia TBP. Los resultados se graficaron con promedio +/- DE 
(desviación estándar) desde tres experimentos independientes. El análisis estadístico fue 
obtenido mediante el test no paramétrico Mann-Whitney U y se considerarán diferencias 
estadísticamente significativas, aquellas con un p<0,05. 
6.5.2 Inmunhistoquímica Indirecta (IHQ) 
 
La diferencia de expresión más significativa obtenida del gen EpCAM, se estudió 
mediante inmunohistoquímica para 33 muestras incluidas en parafina que se 
encontraban disponibles. El anticuerpo monoclonal anti-EpCAM, hecho en Rabbit, Clon 
EPR677 (ab124825), recomienda una dilución de 1:100 a 1:250, para determinar la 
dilución óptima favoreciendo la cantidad de anticuerpo concentrado, se realizó el 
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protocolo de IHQ con dos pruebas: dilución 1:200 durante 30 minutos y 1:200 durante 
60 minutos, seleccionando la óptima 1:200 durante 60 minutos. 
Los cortes en parafina, se realizaron en micrótomo de rotación con un grosor de 3µm, el  
protocolo utilizado fue el siguiente: 
 
1. Secado en estufa a 60ºC durante 24 horas. 
2. Desparafinado con un tiempo de 8 minutos en los siguientes reactivos: Neo-
Clear I, Neo-Clear II, Neo-Clear III, OH 100º I, OH 100º II, OH 100º III, OH 
95º, OH 70º, agua destilada. 
3. Recuperación con EDTA pH 8 1X a 97ºC durante 28 minutos en cámara de 
presión Pascal (Dako). 
4. Tiempo para enfriar durante 20 minutos. 
5. Bloqueo de Peroxidasa con H2O2 durante 20 minutos. 
6. Lavado en buffer PBS 1X 0,1M durante 5 minutos 
7. Bloqueo de Proteínas con BSA 1% durante 10 minutos. 
8. Anticuerpo primario anti-EpCAM (Abcam) diluido 1:200 µl en antibody 
diluent whit background reducing (Dako), durante 60 minutos. 
9. Lavado en buffer PBS 1X 0,1M durante 5 minutos. 
10. Anticuerpo secundario polímero marcado HRP Dako durante 25 minutos. 
11. Lavado en buffer PBS 1X 0,1M durante 5 minutos. 
12. Revelado con DAB durante 5 minutos. 
13. Lavado en agua corriente durante 5 minutos. 
14. Contraste con Hematoxilina durante 1 minuto. 
15. Azulado con agua corriente durante 20 minutos. 
16. Deshidratación en 3 cambios de OH 100º durante 10 minutos cada uno. 
17. Aclaramiento en Neo-Clear en 4 cambios durante 8 minutos cada uno. 
18. Montaje en medio Neo-Mount (Merck). 
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6.5.2.1 Sistema de evaluación para marcación IHQ. 
 
El Score (Figura 8), considera intensidad de la marcación y porcentaje de células 
marcadas en el campo. 
 
FIGURA 8. Criterios para evaluación de IHQ (36).  
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7. RESULTADOS 
7.1 Cuantificación qPCR (∆∆Ct). 
 
A continuación se presentan los gráficos correspondientes a la cuantificación de mRNA 
utilizando el método delta-delta Ct (∆∆Ct) con el gen de referencia TBP. Estos fueron 
graficados con promedio +/- DE (desviación estándar) y se muestran para 37 pacientes 
por cada gen analizado EPCAM, SHROOM3, DKK3, TXLNG2P y TSIX. 
 
 
FIGURA 9.  Niveles de expresión de mRNA para el gen EPCAM con desviación 
estándar por triplicado.  
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FIGURA 10.  Niveles de expresión de mRNA para el gen SHROOM3 con desviación 
estándar por triplicado.  
 
 
FIGURA 11.  Niveles de expresión de mRNA para el gen DKK3 con desviación estándar 
por triplicado.  
 
20 
 
 
FIGURA 12. Niveles de expresión de mRNA para el gen TXLNG2P con desviación 
estándar por triplicado.  
 
 
FIGURA 13. Niveles de expresión de mRNA para el gen TSIX con desviación estándar 
por triplicado.  
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7.2 Análisis estadístico qPCR 
 
7.2.1 Expresión de genes en relación al pronóstico. 
 
Los resultados obtenidos se agruparon en pacientes de mal pronóstico, considerando 
metástasis al diagnóstico, necrosis <80% posterior a quimioterapia o recaída al generar 
metástasis localizada o en otro órgano y agrupados como buen pronóstico pacientes sin 
metástasis al diagnóstico o sin recaída y con necrosis >80% posterior a quimioterapia 
(Figura 14). Sólo existen diferencias significativas para el gen TSIX, entre los pacientes 
de buen pronóstico vs mal pronóstico (p=0,042). 
 
FIGURA 14. Niveles de expresión relativa de mRNA para pacientes según pronóstico. 
Análisis estadístico Mann-Whitney U, pacientes de buen pronóstico vs mal pronóstico 
(A) p=0,1086, (B) p=0,1465, (C) P=0,1203, (D) p=0,3393 y (E) p=0,042. 
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TABLA 5. Niveles relativos de mRNA: promedio ( ) y desviación estándar (DE) para 
pacientes agrupados según buen y mal pronóstico. 
 
Gen Buen pronóstico Mal pronóstico 
 DE  DE 
Epcam 0,08 ± 0,14 1,03 ± 1,67 
Shroom3 0,68 ± 1,61 2,02 ± 4,85 
Dkk3 0,52 ± 1,14 0,27 ± 0,83 
Txlng2p 4,66 ± 9,20 5,03 ± 7,79 
Tsix 20,22   ± 40,68 14,66   ± 46,10 
 
7.2.2 Expresión de genes en relación a la mortalidad y recaída. 
 
Los resultados obtenidos se agruparon en pacientes fallecidos, vivos con recaída y vivos 
sin recaída (Figura 15). Existen diferencias estadísticamente significativas para el gen 
EPCAM, entre grupos de fallecidos vs vivos sin recaída (p=0,0024) y  entre fallecidos vs 
vivos con recaída (p=0,0103) y para el gen SHROOM3 entre los grupos de fallecidos vs 
vivos con recaída (p=0,0137).  
TABLA 6.  Niveles relativos de mRNA: promedio ( ) y desviación estándar (DE) para 
pacientes agrupados según mortalidad. 
 
Gen Pacientes fallecidos Pacientes vivos  
 DE  DE 
Epcam 1,90 ± 2,07 0,13 ± 0,36 
Shroom3 2,88 ± 6,68 0,86 ± 1,93 
Dkk3 0,49 ± 1,21 0,38 ± 0,97 
Txlng2p 1,08 ± 1,48 6,30 ± 8,94 
Tsix 6,49   ± 10,87 20,75   ± 47,67 
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FIGURA 15.  Niveles de expresión relativa de mRNA para pacientes según mortalidad. 
Análisis estadístico Mann-Whitney U, entre pacientes fallecidos vs vivos con recaída (A) 
p=0,0103, (B) p=0,0137, (C) P=0,3365, (D) p=0,3651 y (E) p=0,2209 y entre pacientes 
fallecidos vs vivos sin recaída (A) p=0,0024, (B) p=0,0546, (C) P=0,3899, (D) 
p=0,1762 y (E) p=0,2104. 
 
7.2.3 Expresión de genes relacionados al grado de necrosis. 
 
Los resultados obtenidos se agruparon en pacientes de grado I-II que corresponden a 
pacientes con < 80% de necrosis tumoral posterior a la quimioterapia y en grado III-IV 
pacientes con > 80% (Figura 16). Existen diferencias estadísticamente significativas para 
el gen TSIX entre pacientes de grado I-II vs de grado III-IV (p=0,1595). 
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TABLA 7. Niveles relativos de mRNA: promedio ( ) y desviación estándar (DE) para 
pacientes agrupados según grado de necrosis. 
 
Gen Pacientes con grado de necrosis I-
II 
Pacientes con grado de necrosis III-IV 
 DE  DE 
Epcam 0,71 ± 1,24 0,36 ± 1,21 
Shroom3 1,66 ± 4,78 1,03 ± 2,19 
Dkk3 0,31 ± 0,91 0,47 ± 1,09 
Txlng2p 6,72 ± 10,08 2,84 ± 4,43 
Tsix 23,26   ± 58,47 13,41   ± 26,04 
 
 
FIGURA 16.  Niveles de expresión relativa de mRNA para pacientes según grado de 
necrosis. Análisis estadístico Mann-Whitney U, entre pacientes con necrosis de grado I-
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II vs grado III-IV (A) p=0,1911, (B) p=0,2905, (C) P=0,2356, (D) p=0,1159 y (E) 
p=0,1595.  
 
7.2.4 Expresión de genes en relación a la metástasis. 
 
Los resultados obtenidos se agruparon en pacientes vivos y fallecidos con o sin 
metástasis (Figura 17). Existen diferencias estadísticamente significativas para el gen 
EPCAM entre grupos de pacientes sin metástasis vivos vs con metástasis fallecidos 
(p=0,0020) y entre pacientes con metástasis vivos vs con metástasis fallecidos 
(p=0,0046), para el gen SHROOM3 entre grupos de pacientes sin metástasis vivos vs 
con metástasis fallecidos (p=0,0402) y entre pacientes con metástasis vivos vs con 
metástasis fallecidos (p=0,0309), para el gen TXLNG2P  no se logró comparar los 
grupos con pacientes sin metástasis fallecidos, ya que sólo un paciente cumple esta 
condición. 
TABLA 8. Niveles relativos de mRNA: promedio ( ) y desviación estándar (DE) para 
pacientes agrupados según metástasis. 
 
Gen Pacientes sin metástasis Pacientes con metástasis 
 DE  DE 
Epcam 0,06 ± 0,07 0,87 ± 1,54 
Shroom3 0,76 ± 1,78 1,71 ± 4,39 
Dkk3 0,39 ± 0,91 0,42 ± 1,10 
Txlng2p 9,51 ± 9,97 0,89 ± 1,30 
Tsix 17,77   ± 38,27 17,59   ± 46,78 
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FIGURA 17. Niveles de expresión relativa de mRNA para pacientes según metástasis. 
Análisis estadístico Mann-Whitney U, entre pacientes sin metástasis vivos vs sin 
metástasis fallecidos (A) p=0,0715, (B) p=0,1605, (C) p=0,3353 y (E) p=0,4821, entre 
pacientes sin metástasis vivos vs con metástasis vivos (A) p=0,4538, (B) p=0,2918, (C) 
p=0,2086, (D) p=0,2684 y (E) p=0,1035, entre pacientes sin metástasis fallecidos y con 
metástasis vivos (A) p=0,1815, (B) p=0,1979, (C) p=0,2309 y (E) p=0,2926 entre 
pacientes sin metástasis fallecidos vs con metástasis fallecidos (A) p=0,1000, (B) 
p=0,2429, (C) p=0,3429 y (E) p=0,3429 y entre pacientes sin metástasis vivos vs con 
metástasis fallecidos (A) p=0,0020, (B) p=0,0402, (C) p=0,1188 y (E) p=0,1315 y entre 
pacientes con metástasis vivos y con metástasis fallecidos (A) p=0,0046, (B) p=0,0309, 
(C) p=0,4774, (D) p=0,4524 y (E) p=0,4758. 
 
7.3 Inmunohistoquímica para el anticuerpo anti-EPCAM. 
 
En base al score para la IHQ de EPCAM, se agrupan los pacientes de mal  pronóstico 
(Figura 18) y buen pronóstico (Figura 19) según el puntaje obtenido. 
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Los resultados muestran el control positivo para el anticuerpo anti-Epcam, el tejido 
corresponde al apéndice vermiforme (Figura 20), marcación negativa representativa de 
score 0 (Figura 21), marcación positiva de baja intensidad, representativa de score 1 
(Figura 22), marcación positiva de mediana intensidad, representativa de score 2 (Figura 
23) y marcación positiva de gran intensidad, representativa de score 3 (Figura 24). Todas 
las imágenes fueron obtenidas por aumento 400x. 
 
FIGURA 18. Resultados de score para pacientes de mal pronóstico. 
 
 
FIGURA 19. Resultados de score para pacientes de buen pronóstico. 
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FIGURA 20. Tinción IHQ para el anticuerpo anti-EPCAM. Apéndice vermiforme, 
control positivo. 
 
 
FIGURA 21. Tinción IHQ para el anticuerpo anti-EPCAM. Score 0, paciente 3. 
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FIGURA 22. Tinción IHQ para el anticuerpo anti-EPCAM. Score 1, paciente 13. 
 
 
FIGURA 23. Tinción IHQ para el anticuerpo anti-EPCAM. Score 2, paciente 7. 
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FIGURA 24. Tinción IHQ para el anticuerpo anti-EPCAM. Score 3, paciente 39. 
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8. DISCUSION 
8.1 Análisis qPCR. 
 
Según los resultados previos de array-CGH, se puede observar en las Figuras 6 y 7 que 
los genes EPCAM, SHROOM3 y TXLNG2P se encuentran mayormente expresados en 
pacientes de mal pronóstico, al contrario de los genes TSIX y DKK3 que se encuentran 
más expresados en pacientes de buen pronóstico. 
En base a los resultados obtenidos en el análisis estadístico de qPCR, podemos observar 
una clara diferencia en la expresión del gen EPCAM al relacionarlo al pronóstico de los 
pacientes, ya que pacientes asociados a mal pronóstico presentan mayores niveles de 
mRNA. Más aun considerando la mortalidad, existe una diferencia significativa entre los 
pacientes fallecidos y vivos. Igualmente, en relación a la sobrevida de los pacientes y su 
condición metástasica, encontramos diferencias estadísticamente significativas entre 
pacientes con metástasis fallecidos y vivos con o sin metástasis. Lo anterior se relaciona 
con lo descrito en otros cánceres, ya que EPCAM se ha descrito como molécula de 
señalización oncogénica para células cancerosas (28) y es un gen cuya sobreexpresión 
en líneas celulares de cáncer de mama ha sida correlacionado con proliferación, 
progresión e invasión de celular (31). Incluso, su expresión, combinada con otros 
marcadores como ALDH1 y survivina, ha sido propuesta como fuerte predictor de 
recidiva tumoral distante y menor supervivencia en pacientes con cáncer de colon (35). 
La sobreexpresión de EPCAM se ha descrito para varios tipos de cáncer, incluyendo 
adenocarcinoma humano, carcinoma de células escamosas, cáncer pancreático, 
retinoblastoma y carcinoma hepatocelular (32, 36). Además, se analizó la actividad 
tumorogénica para EPCAM, en modelo de ratón, resultando en el desarrollo de tumores, 
en el 100% de los animales analizados (32). 
En pacientes con cáncer, se pueden detectar células tumorales diseminadas (DTC) que 
expresan EPCAM y que se localizan en  médula ósea, lo que se correlaciona a un mal 
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pronóstico, ya que se considera un importante reservorio para que las DTC no sean 
detectadas por el sistema inmune y para generar metástasis (34). Las células tumorales 
que expresan EPCAM, también se han detectado en ganglios linfáticos y sangre 
periférica (31), por lo que se ha tratado de validar su expresión con células tumorales 
circulantes (33). 
Por otro lado, contrario a lo descrito anteriormente, la sobreexpresión de EPCAM se ha 
descrito que está relacionada a sobrevida en pacientes con carcinoma de tiroide y cáncer 
gástrico (37, 38, 39, 42), aunque por otra parte abroga E-cadherina,  promoviendo la 
adhesión célula a célula que a su vez, promueve la metástasis. Así la función de EPCAM 
en cáncer, podría depender del microambiente en que se encuentre, por esta razón, 
estudios sugieren analizar el papel funcional desde la epigenética (39). 
En nuestro estudio, otro gen que se asemejó a la expresión de EPCAM, fue SHROOM3, 
sin embargo, no se ha descrito que esté relacionado a cáncer, sólo se ha demostrado que 
está relacionado a  fibrosis renal (40, 41), lo que sugiere su rol emergente en cáncer. 
En relación al pseudogen TXLNG2P, sólo fue estudiado en los pacientes de sexo 
masculino, debido a su ubicación en el cromosoma Y, y en particular, existen diferencias 
estadísticamente significativas, teniendo mayor expresión en pacientes con baja 
respuesta a la quimioterapia y una mayor expresión en pacientes sin metástasis al 
momento del diagnóstico y sin recaída, sin embargo, no fue posible concluir una 
diferencia significativa en su expresión debido a que el número de pacientes analizados 
es bajo. 
Opuesto a la sobreexpresión de genes relacionados a mal pronóstico, se demuestra para 
algunos pacientes, sobreexpresión relacionada al buen pronóstico para los genes TSIX y 
DKK3. En el caso del gen TSIX hay poca descripción de su funcionalidad o interacción 
con otras proteínas, sólo se conoce su función para inhibir la inactivación del 
cromosoma X, por lo que resulta dificultoso realizar un análisis desde el punto de vista 
funcional. Para el gen DKK3, inhibidor de la via WNT/ß-catenina, encontramos 
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mayores referencias sobre su actividad como gen supresor tumoral, sin embargo no hay 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos de pacientes analizados, pero 
se puede observar, en relación a la mortalidad, que pacientes fallecidos con metástasis, 
presentan menor expresión del gen. Estudios han demostrado que la metilación de 
DKK3, regula su baja expresión, promoviendo la capacidad invasiva de las células 
tumorales e inhibiendo la apoptosis de las mismas (43). 
 
8.2 Análisis IHQ 
 
En base a los resultados de la IHQ para EPCAM, no fue posible determinar una 
correlación entre la expresión de mRNA con la expresión de la proteína, ya que  
pacientes con alta sobreexpresión del gen, no tienen marcación positiva en la biopsia del 
tejido (por ejemplo, en el paciente 3).  Más aún en la Figura 18, podemos observar que 
pacientes asociados a mal pronóstico, se distribuyen en score de 0 a 3 y no existe una 
tendencia clara que demuestre diferencias entre pacientes de mal y buen pronóstico. 
Además, no podemos considerar este estudio como concluyente, ya que podrían existir 
otros factores asociados al procesamiento de las muestras histológicas, que podrían 
afectar la identificación del antígeno. Adicionalmente, en nuestro estudio utilizamos solo 
uno de los anticuerpos descritos para IHQ para EPCAM, por lo que podría obtener mejor 
resultados si eventualmente se prueban otros anticuerpos. 
Debemos considerar que el primer uso de estas muestras  corresponde a un diagnóstico 
clínico que está pensado en función del tiempo, para determinar lo antes posible un 
diagnóstico para el paciente. En base a esto, el procesamiento de las muestras obtenidas, 
corresponde al estandarizado en los laboratorios de anatomía patológica y deja en 
segundo lugar su orientación para uso investigativo, por esta razón podemos mencionar 
que los procedimientos de fijación y descalcificación, pueden causar denaturalización de 
las proteínas, reduciendo la actividad enzimática y la inmunoreactividad (44), ya que 
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algunos agentes descalcificadores, eliminan iones de calcio completa y rápidamente, 
afectando las propiedades del tejido y dañando la contraparte orgánica (45). 
Un descalcificador, extrae selectivamente el calcio insoluble que está presente en el 
tejido, combinándose químicamente con los cristales de hidroxiapatita, ya que el ácido 
se combina al calcio por afinidad de carga, depositándose como sal, esto comienza a 
saturar la solución, por lo tanto, según el tamaño de la muestra es necesario renovar el 
descalcificador, ya que un problema frecuente es que el centro del tejido presenta una 
consistencia dura, si esto no tiene un buen control. Así mismo, la parte más exterior de la 
muestra se ve más expuesta al efecto del ácido, por lo tanto si utilizamos un ácido fuerte, 
se dañará más el tejido. Esto mismo podemos considerarlo en un estudio 
inmunohistoquímico, ya que bajo el mismo argumento de acción, a nivel celular se 
replica el proceso y la membrana se verá más expuesta que el núcleo, por lo que al 
interactúar las proteínas con el ácido, este selectivamente desnaturaliza las proteínas sin 
discriminación, por lo tanto, antígenos de la membrana se verían más expuestos a ser 
afectados que antígenos  nucleares para una inmunodetección. 
Existen estudios que han demostrado diferencias en la conservación del antígeno, debido 
al proceso de descalcificación, ya sea con ácidos débiles, fuertes o mezclas 
descalcificadoras (46, 47, 48), en base a estos resultados, se observa que el uso de EDTA 
(edetic acid), ácido acético (AA) o ácido fórmico (FA) en concentraciones adecuadas 
(46, 49), proporcionan una descalcificación rápida, buena morfología y mayor retención 
de la actividad antigénica, esto se puede observar en el Anexo E (46). 
Entre los factores que inciden en una buena descalcificación se debe considerar el agente 
descalcificador (pH), concentración del agente descalcificador, tamaño de la muestra, 
grosor de la muestra y tipo de tejido (hueso compacto o esponjoso) (45,50). 
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9. CONCLUSIONES 
 
En conclusión, nuestros resultados indican que existe una diferencia significativa en los 
niveles de mRNA para EPCAM entre los pacientes fallecidos y vivos. Igualmente, en 
relación a la sobrevida de los pacientes y su condición metastásica, encontramos 
diferencias estadísticamente significativas en los niveles de transcritos de EPCAM entre 
pacientes con metástasis fallecidos y vivos, con o sin metástasis. Además, nuestro 
estudio sugiere un rol emergente en cáncer para el gen SHROOM3. 
A la fecha, no existen en OS, marcadores de buen o mal pronóstico, a pesar que al 
momento del diagnóstico, el pronóstico de los pacientes se determina según sus datos 
clínicos,  encontramos pacientes que presentan metástasis al diagnóstico y sin embargo 
progresan bien (Ejemplo P16 y P20) o pacientes con bajo grado de necrosis tumoral 
posterior a la quimioterapia que también progresan bien (Ejemplo P1, P39 o P40). 
Lo importante es que sigue existiendo un 25% de pacientes que progresan mal, por lo 
tanto, esperamos con esta investigación, colaborar en la aplicación clínica de un 
marcador, al momento del diagnóstico, que indique el pronóstico del paciente. 
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11. ANEXOS 
Anexo A: Información clínica de pacientes con OS. 
 
 
PACIENTE 
 
PRONÓSTICO 
 
METÁSTASIS 
AL 
DIAGNÓSITCO 
GRADO DE 
NECROSIS 
POSTERIOR A 
QUIMIOTERAPIA 
 
RECAÍDA 
(METÁSTASIS) 
 
MORTALIDAD 
1 Bueno No I No Vivo 
3 Malo Sí III Sí Fallecido 
4 Bueno No IV No Vivo 
7 Bueno No III No Vivo 
8 Bueno No II No Vivo 
10 Malo No IV Sí Fallecido 
11 Malo Sí I No Fallecido 
13 Malo No I Sí Vivo 
15 Malo No III Sí Fallecido 
16 Bueno Sí III No Vivo 
19 Malo No I Sí Vivo 
20 Bueno Sí IV No Vivo 
22 Malo Sí IV Sí Vivo 
23 Bueno No IV No Vivo 
24 Malo No II Sí Fallecido 
27 Bueno No III No Vivo 
28 Malo Sí III Sí Fallecido 
29 Bueno No III No Vivo 
30 Bueno No III No Vivo 
31 Malo No I Sí Vivo 
32 Malo No III Sí Fallecido 
35 Bueno No II No Vivo 
36 Malo No III Sí Vivo 
37 Bueno No III No Vivo 
38 Malo Sí II No Fallecido 
39 Bueno No II No Vivo 
40 Bueno No I No Vivo 
41 Bueno Sí I No Vivo 
43 Malo No II Sí Vivo 
44 Bueno No III No Vivo 
45 Bueno No II No Vivo 
47 Malo Sí IV Sí Vivo 
51 Malo Sí II No Vivo 
53 Bueno No I No Vivo 
54 Bueno No III No Vivo 
55 Malo No III Sí Vivo 
56 Malo No III Sí Vivo 
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Anexo B: Consentimiento Informado para uso de biopsias 
 
Número del Participante de la Investigación: # 
Nombre del participante de la Investigación: 
 
 
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PADRES Y PACIENTES MAYORES 
DE 18 AÑOS 
NOMBRE DEL ESTUDIO 
 
INVESTIGADOR PRINCIPAL:  
CO-INVESTIGADORES:  
 
Estimado paciente, padre, madre o tutor legal: 
 
Esta es una invitación para que usted y su hijo/a participen en un proyecto de 
investigación, cuyo objetivo es contribuir a mejorar el tratamiento de niños con 
osteosarcoma. 
 
Ustedes deben leer este informe de consentimiento y si están de acuerdo y aceptan libre 
y voluntariamente que su hijo/a participe, deben firmarlo. Si ustedes no entienden algún 
punto de este informe, por favor no duden en preguntar al médico, quién responderá 
todas sus consultas. 
 
¿Por qué este estudio? 
 
Su hijo tienen un tumor óseo cuyo diagnóstico se realiza a través del estudio de una 
muestra de tejido de su tumor (biopsia). Si el diagnóstico final corresponde a un tumor 
óseo del tipo osteosarcoma u otro, parte de la muestra tomada para su diagnóstico será 
sometida a estudios que permiten establecer sus características genéticas. Este estudio se 
realizará a partir de julio del 2014 hasta julio del 2018. 
 
En estas muestras de tejido se analizarán algunas proteínas y genes que podrían estar 
presentes  en mayor o menor cantidad que en un tejido óseo normal. Las muestras de 
osteosarcoma serán analizadas en un microscopio y mediante técnicas bioquímicas y de 
biología celular. Además, se realizarán algunos estudios, en los cuales las células 
tumorales, provenientes de la muestra del tumor, están cultivadas en el laboratorio y 
sometidas a distintos análisis con el fin de evaluar su capacidad de movimiento y 
multiplicación. También se evaluará, en las células cultivadas en el laboratorio, como se 
afectan estas capacidades de movimiento y multiplicación en respuesta a algunas drogas. 
Esto nos permitirá establecer una posible relación entre los niveles de alguna de las 
biomoléculas y genes estudiados con el grado de avance o evolución clínica de la 
enfermedad (osteosarcoma). Además, en este estudio trataremos de establecer una 
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relación entre la cantidad de las biomoléculas estudiadas en las muestras de 
osteosarcoma y la mayor o menor respuesta al tratamiento con el que se cuenta para 
dicha enfermedad en la actualidad. 
 
La participación en este estudio no conlleva beneficios directos para usted, pero 
permitirá progresar en el estudio y posibles aplicaciones en el diagnóstico y tratamiento 
de esta enfermedad. 
 
¿Qué se le está solicitando? 
 
Para su hijo no significará procedimientos adicionales a los que deben hacerse como 
parte de su diagnóstico y tratamiento. 
 
Una vez terminado el estudio, presentaremos los resultados en diferentes congresos 
científicos y los publicaremos en revistas médicas o de otras disciplinas, con el fin de 
que esta información pueda ser utilizada por otros especialistas en beneficio de todos 
aquellos pacientes que presentan esta enfermedad. 
En ningún caso se utilizarán o se harán públicos los nombres de los pacientes. 
 
Durante el tiempo que dure este estudio, las muestras para de tejido del tumor y suero 
serán mantenidas y guardadas en la unidad de Anatomía Patológica del Hospital de 
Niños Dr. Luis Calvo Mackenna, ubicada en calle Antonio Varas 360, comuna de 
Providencia, bajo la supervisión de Dr. Alejandra Hernriquez (Co-Investigadoras del 
proyecto). Las muestras utilizadas en los restantes estudios serán almacenadas en el 
Laboratorio de Biología Celular perteneciente al Programa Biología Celular y Molecular 
del Instituto de Ciencias Biomédicas de la Facultad de Medicina de la Universidad de 
Chile, ubicado en Av. Independencia 1027, comuna de Independencia, bajo la 
supervisión del Dr. Mario Galindo DÍaz (Investigador principal del proyecto). 
 
Las muestras no serán incluidas en ningún otro estudio, fuera del aquí señalado, sin 
previa consulta y consentimiento/asentimiento del paciente y la autorización respectiva 
del Comité de Ética en Investigación en Seres Humanos de la Facultad de Medicina de 
la Universidad de Chile. 
 
En el caso que Usted o su hijo decida retirarse de este estudio, lo podrá hacer en 
cualquier momento, sin que le sea exigida ningún tipo de explicación. 
 
En el caso que el paciente sienta que sus derechos han sido vulnerados, podrá 
contactarse o recurrir al Presidente del Comité de Ética en Investigación en Seres 
Humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, Dr. Manuel Oyarzún 
Gómez, perteneciente al programa de Fisiopatología, Campus Oriente de la Facultad de 
Medicina de la Universidad de Chile, ubicado en Av. Salvador 486, comuna de 
Providencia. Fono 22741560 
 
45 
 
¿Qué sucede si no acepta participar? 
 
Si usted decide no participar en este estudio, su hijo recibirá los cuidados habituales de 
acuerdo a su enfermedad. 
 
Si usted ha entendido los objetivos de este proyecto y acepta voluntariamente participar, 
por favor, firme este consentimiento. Se le entregará una copia para que la conserve. 
 
Si usted requiere cualquier información adicional o aclaratorio sobre su participación en 
este estudio, puede contactar o recurrir a la Dra. Emma Concha, de la Unidad de 
Oncología del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna, ubicado en Av. Antonio Varas 360, 
comuna Providencia. Fono: 25756056, Celular: 09-2204580. 
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Número del participante en la Investigación: # 
Nombre del participante en la Investigación: 
 
DECLARACIÓN DE COMPRENSIÓN 
Investigación Terapéutica. 
 
(1) He leído y me han explicado el material previo y voluntariamente acepto participar 
en este estudio de investigación. He podido hablar sin restricción alguna con los médicos 
que atienden a mi hijo(a) sobre las razones de este estudio. 
 
2) No incurriré en costos adicionales por la participación de mi hijo(a) en este estudio de 
investigación, 
  
3) Ni yo ni mi hijo(a) recibiremos remuneración o pago alguno por participar en este 
estudio, o cualquier otra cosa de valor que pueda resultar de este estudio. 
 
4) Si opto por no inscribir a mi hijo(a) en este estudio de investigación, mi hijo(a) podrá 
recibir atención rutinaria en el Hospital Luis Calvo Mackenna. 
 
5) He recibido una copia del documento. 
 
6) Recibiré una copia de esta declaración firmada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
    Fecha aprobación C. Ética: 12 Mayo 2009 
    COMITÉ DE ÉTICA CIENTÍFICO PEDIÁTRICO 
    SERVICIO DE SALUD METROPOLITANO ORIENTE 
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Número del participante en la Investigación: # 
Nombre del participante en la Investigación: 
 
 
 
 
Estudio  
 
“Análisis de biomarcadores como predictores de evolución en pacientes pediátricos 
con Osteosarcoma” 
 
 
 
______ Sí, acepto que se hagan pruebas de investigación especiales en el tejido del 
tumor y muestras de    suero de mi hijo(a). 
 
 
 
______ No, no acepto que se hagan pruebas de investigación especiales en el tejido del 
tumor y tampoco en muestras de suero de mi hijo(a). 
 
 
 
 
 
 
 
Padre/Madre o tutor legal                  Firma   Fecha 
 
 
 
 
 
 
 
Padre/Madre o tutor legal                  Firma   Fecha 
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Número del participante en la Investigación: # 
Nombre del participante en la Investigación: 
 
DECLARACIÓN DEL PADRE / TUTOR LEGAL 
 
He leído (o se me leído) el contenido de este documento y se me ha alentado a que haga 
preguntas. He recibido Respuestas a mis preguntas. Doy permiso para que mi hijo(a) 
participe en este estudio de investigación. 
 
Padre/Madre o tutor legal                  Firma   Fecha 
 
 
Padre/Madre o tutor legal                  Firma   Fecha 
 
 
DECLARACIÓN DEL PACIENTE (12 AÑOS DE EDAD O MAYOR) 
 
Mi médico o su designado me han explicado los motivos de este estudio de 
investigación. 
Se me ha alentado a que haga preguntas. 
He recibido respuestas a mis preguntas. Acepto participar  en este estudio. 
 
Paciente        Fecha 
 
DECLARACIÓN DEL MÉDICO/INVESTIGADOR/DISIGNADO 
 
Certifico por medio de la presente que he conversado el proyecto de investigación con 
el/los padre(s) y con el sujeto/participante (según corresponda). He explicado toda la 
información contenida en el documento de consentimiento informado. Certifico, 
además, que se alentó el/los padre(s) y el sujeto participante (según corresponda) a que 
hicieran preguntas y se contestaron todas las preguntas. 
 
Médico/Investigador/ Designado      Fecha 
 
DLECARACIÓN DE TESTIGO 
 
He observado el proceso de Consentimiento Informado y certifico que el estudio de 
investigación, ha sido presentado al paciente/padre(s). 
 
 
Testigo      Firma     Fecha 
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Anexo C: Flujograma Proceso Clínico Osteosarcoma 
 
 
*Cuando sea de Cabeza y Cuello derivar al Instituto Nacional del Cáncer. 
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Anexo D: Curvas de Eficiencia de Partidores 
 
 
FIGURA 11.1 Curva de Eficiencia para el gen EPCAM. 
 
 
FIGURA 11.2 Curva de Eficiencia para el gen SHROOM3. 
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FIGURA 11.3 Curva de Eficiencia para el gen DKK3. 
 
 
FIGURA 11.4 Curva de Eficiencia para el gen TSIX. 
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FIGURA 11.5 Curva de Eficiencia para el gen TXLNG. 
 
 
 
FIGURA 11.6 Curva de Eficiencia para el gen TBP. 
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Anexo E: Efectos de descalcificadores en inmunoreactividad antigénica 
 
 
 
